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Аннотация. Активация белка Bax, его встраивание в наружную мембрану митохондрий и последующая олиго-
меризация приводят к пермеабилизации наружной мембраны митохондрий и апоптозу. Механизмы активации белка 
Bax при апоптозе до настоящего времени остаются неясными. Недавно было установлено, что активация Bax иногда 
опосредуется его связыванием и взаимодействием c белком TOM22 комплекса TOM на наружной мембране мито-
хондрий, однако понимание этого явления на структурном уровне до настоящего времени отсутствует. В настоящей 
работе установлены структурные факторы, вызывающие про-апоптотическую активацию белка Bax белком TOM22 
комплекса TOM и BH3-only – белком tBid.
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 Abstract. Structural factors that induce the proapoptotic activation of Bax by the protein TOM22 of the TOM complex 
and BH3-only protein tBid are established.
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Введение. Большинство митохондриальных белков кодируется в ядре, синтезируется на ци-
тозольных рибосомах, после чего посттрансляционно импортируется в митохондрии. Импорт 
в митохондрии почти всех предшественников митохондриальных белков (так называемых пред-
белков) осуществляется при посредничестве транслоказы наружной мембраны митохондрий 
(translocase of the outer membrane – TOM), которая является комплексом, включающим семь 
субъединиц: поверхностные рецепторы TOM20 и TOM70, а также пять субъединиц TOM40, 
TOM22, TOM5, TOM6 и TOM7, образующих так называемую общую пору импорта (General 
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Import Pore – GIP) [1]. Было предположено, что комплекс TOM участвует в tBid-опосредованной 
пермеабилизации наружной мембраны митохондрий (ПНММ) белком Bax, что приводит к вы-
ходу апоптогенных факторов, таких как цитохром c, из внутреннего митохондриального про-
странства в цитозоль и в конечном итоге к апоптозу [2; 3]. Однако механизмы ПНММ, опосредо-
ванной комплексом TOM и белком tBid, являются неясными, а данные – противоречивыми [4]. 
Недавно, базируясь на экспериментальных данных, полученных с применением крио-электрон-
ной микроскопии и кросслинкинга, и используя подходы вычислительной структурной биологии, 
нами была получена 3-мерная модель GIP-комплекса с атомным уровнем разрешения. В настоя-
щем исследовании эта модель использована для установления структурных механизмов TOM-
опосредованного митохондриального апоптоза. 
Материалы и методы исследования. В настоящей работе атомистическая модель GIP-
комплекса [5] вместе с подходами вычислительной структурной биологии были использованы 
для установления структурных факторов митохондриального апоптоза, опосредованного ком-
плексом TOM. Так как экспериментальные данные показывают, что взаимодействие белков Bax 
и tBid с субкомплексом TOM40/TOM22 комплекса TOM является критическим событием в TOM-
опосредованном апоптозе, сначала осуществляли моделирование атомистических 3D-структур 
комплексов GIP/Bax и GIP/tBid. Моделирование осуществляли применяя пятистадийный про-
цесс, в котором на первой стадии использовали глобальный поиск оптимального расположения 
белков-партнеров в приближении жестких тел, а последующие четыре стадии использовали для 
уточнения структурных моделей, полученных на первой стадии. На первой стадии исследовали 
6-мерное ротационно-трансляционное пространство с применением программы PIPER, исполь-
зующей быстрое преобразование Фурье (БПФ) [6; 7]. Четыре стадии уточнения включали по- 
следовательное применение протоколов ROSETTADOCKld [8; 9], GalaxyRefineComplex [10], 
ROSETTADOCKld и ROSETTADOCKldк. Оба протокола уточнения с использованием программы 
ROSETTADOCK включают переупаковку боковых цепей и используют локальный поиск в при-
ближении «жестких твердых тел» с использованием метода Монте-Карло [8]. При использова-
нии ROSETTADOCKld на второй стадии процедура уточнения была применена к нескольким 
десяткам лучших по энергии структур, полученным на первой стадии с использованием про-
граммы PIPER. На третьей стадии использовали программу GalaxyRefineComplex, которая по-
зволяет учитывать гибкость белков внутри белкового интерфейса, тем самым позволяя учесть 
конформационные перестройки при связывании [10]. Если имели место экспонированные в ци-
тозоль петли, конформации петель первоначально уточнялись с использованием программы 
RosettaLoop [11], а затем применяли на третьей стадии расчетов дополнительное уточнение с ис-
пользованием программы GalaxyRefineComplex. Помимо этого кластеризация структур и энер-
гетические воронки были использованы для нахождения корректной структуры белковых ком-
плексов. В ROSETTADOCKld боковые цепи представлены в центроидном приближении, в то 
время как в ROSETTADOCKdlr используется полноатомное приближение боковых цепей, что по-
зволяет осуществлять более тонкое уточнение. Для оценки преференций определенных белков-
партнеров образовывать комплексы определяли аффинности связывания (сродство связывания) 
белков. Два различных подхода были применены для оценки сродства: (1) посредством исполь-
зования поверхностной оценочной функции Isc протокола ROSETTADOCKldr, а также (2) исходя 
из значений ΔGPr, предоставляемого сервером PRODIGY [12]. И Isc ROSETTADOCK и ΔGPr явля-
ются оценками свободной энергии связывания, рассчитываемой как разность свободной энергии 
комплекса и свободной энергии белков-партнеров в несвязанном состоянии. Помимо этого оце-
нивались такие важные факторы высокоаффинного связывания, как площадь погруженной по-
верхности (Buried Surface Area – BSA), геометрическая комплементарность (рассчитываемая как 
межмолекулярная энергия Ван дер Ваальса), количество солевых мостиков и водородных связей 
между взаимодействующими белками. Для установления этих факторов были использованы сред-
ства программного комплекса Rosetta3 Interface Analyzer [13] и PPCheck сервер [14]. 
Результаты и их обсуждение. При взаимодействии GIP-Bax имела место умеренная тополо-
гическая комплементарность (EVDW = –53,9 ккал/моль; BSA = 1839,1 Å
2). Помимо этого, взаимо-
действие характеризовалось образованием 4 водородных связей (Glu31TOM22-Arg37Bax, 
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Lys76TOM22-Gly39Bax, Phe80TOM22-Glu41Bax, Ser81TOM22-Glu41Bax). Все вместе приводило 
к низкому значению поверхностной оценочной функции (Isc = –10,1) и достаточно низкому значе-
нию ΔGPr = –7,6, что говорит о высоком сродстве связывания между комплексом GIP и белком 
Bax. Структура комплекса GIP-Bax представлена на рис. 1. 
Существенно большая топологическая комплементарность имела место при взаимодействии 
GIP-tBid (EVDW = –87,4 ккал/моль; BSA = 3975,4 Å
2). Помимо этого, взаимодействие характеризо-
Рис. 1. Структурная модель комплекса GIP-Bax. Показаны вид сбоку (а) и вид сверху (b)
Fig. 1. Structural model of the GIP/Bax complex. Shown are the side view (a) and the top view (b)
Рис. 2. Структурная модель комплекса GIP-tBid. Показаны вид сбоку (а) и вид сверху (b)
Fig. 2. Structural model of the GIP/tBid complex. Shown are the side view (a) and the top view (b)
Поверхностная оценочная функция (Isc), сродство связывания, полученное с использованием программы 
PRODIGY (ΔGPr), площадь погруженной поверхности (BSA), межмолекулярная энергия Ван дер Ваальса 
(EVDW), энергия десольватации (Edesolv), число водородных связей (Nhb) и солевых мостиков (Nsb)  
для взаимодействий GIP�Bax и GIP�tBid
Surface scoring function (Isc), Prodigy binding affinity (ΔGPr), Buried Surface Area (BSA), intermolecular Van der 
Waals Energy (EVDW), desolvation energy (Edesolv), number of hydrogen bonds (Nhb), and number of salt bridges (Nsb) 
for interactions GIP�Bax and GIP�tBid
Пары
белков-партнеров
Isc ΔGPr BSA, Å
2 EVDW, ккал/моль Edesolv, ккал/моль Nsb Nhb
GIP-Bax –10,1 –7,6 1839 –53,9 –2,3 0 4
GIP-tBid –15,8 –12,7 3190 –87,4 1,2 4 4
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валось образованием 5 водородных связей (Asp36TOM22-Arg68tBid, Asp41TOM22-Arg68tBid, 
Ala63TOM22-Asn62tBid, Phe80TOM22-Asp95tBid, Ser81TOM22-Asp95tBid) и 4 солевых мостиков 
(Glu29TOM22-Lys157tBid, Asp36TOM22-Arg68tBid, Asp36TOM22-Arg68tBid, Asp41TOM22-Arg68tBid). 
Все вместе приводило к очень низкому значению поверхностной оценочной функции (Isc = –15,7) 
и низкому значению ΔGPr = –12,7, что говорит об очень высоком сродстве связывания между 
комплексом GIP и белком tBid. Структура комплекса GIP/tBid представлена на рис. 2. Наиболее 
важные параметры взаимодействий GIP-Bax и GIP-tBid приведены в таблице.
 Заключение. Проведенные расчеты позволяют заключить, что при осуществлении апоптоза 
образующийся вследствие протеолиза белка Bid белок tBid будет вытеснять белок Bax из ком-
плекса GIP/Bax, превращая Bax в белок, компетентный для пермеабилизации наружной мембра-
ны митохондрий и апоптоза. 
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